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(57) Abstract 



Compounds having the following peptide sequence: X Leu Y, wherein X is H or Ala or Leu-Ser-Ala, Y is OH or peptide sequence 
having from 1 to 10 amino acids, with the terminal carboxy end being amidified by a NH? group, or esterified by a substituted or non- 
substituted hydrocarbyloxy, with the proviso that X and Y are not simultaneously H and OH, respectively, The invention also concerns 
the corresponding compounds wherein the peptide binding group -CO-NH- is replaced by a binding group resisting protease enzymatic 
degradation, or wherein the peptide backbone comprises one or more intercalated groups making the peptide binding resistant to enzymatic 
degradation. Also described are compounds comprising a grouping whose spatial structure is substantially identical to that of a peptide of 
the sequence X-Leu-Y wherein X and Y have the above-mentioned definition. 

(57) Abrege* 

L' invention a pour objet des composes de sequence peptidique suivante: X Leu Y, dans laquelle X represente H ou Ala ou Leu-Ser- 
Ala, Y represente OH ou une sequence peptidique ayant de 1 a 10 amirwx-iH^ dont l'extr6mite* carboxy terminate est amidifiee par un 
groupe NKj ou estexifiee par un reste hydrocarbyloxy substitue ou non substitue, sous reserve que X et Y ne representent pas simultaniment 
H et OR lespectivement, ainsi que les composes correspondant dans lesquels le groupe de liaison peptidique -CO-NH- est remplace par une 
groupe de liaison resistant a la degradation enzymatique des proteases, ou dans lesquels le squelette peptidique comporte un ou phisieurs 
groupes intercales rendant la liaison peptidique resistante a la degradation enzymatique, ainsi que les composes comprenant un groupement 
dont la structure spatiale est sensiblement identique a celle d'un peptide de sequence X-Leu-Y dans laquelle X et Y sont tels que definis 
ci-dessus. 
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1 

"Composes modif iant la transmission serotoninerqique; 
applications diagnostiques et therapeutiques" 

La presente invention a pour objet des 
composes possedant la propriete de modifier la transmis- 
sion serotoninergique ainsi que les applications diagnos- 
tiques et therapeutiques de ces composes. 
5 Le systeme serotoninergique cerebral est un 

systeme de neurotransmission cerebral et periph&rique, 
qui met en oeuvre la serotonine ou 5-hydroxytryptamine 
(5-HT) decouverte dans les ann&es 1949-50. 

Au niveau central, ce systeme est particu- 
10 lier, dans la mesure ou il est extremement centralise 
(tous les corps cellulaires sont localises dans la region 
posterieure du cerveau, le raph§) et ou il se projette 
dans pratiquement toutes les regions du cerveau. II est 
caract£ris6 par un nombre extremement elev6 de varicosi- 
15 t6s (ou Equivalent de terminaisons neuronales) le long 
des axones ; cette disposition multiplie ses points 
d 1 interactions avec les autres syst&nes neuronaux 
c^rebraux. De plus, une tr£s grande partie de ces 
varicosity ne presente pas de profil synaptique, c'est- 
20 d-dire que la 5-HT lib6r£e par ces "terminaisons" va 
diffuser et atteindre les cibles (rScepteurs) situ6es 4 
une certaine distance ; ce mgcanisme n&cessite la mise 
en oeuvre de r6cepteurs particuliers possedant une 
affinitfe Elevee pour 1' amine. Cette disposition structu- 
25 rale est tout 4 fait favorable a une fonction de controle 
de 1' ensemble des cellules neuronales du cerveau, et par 
Ik a un role essentiel dans le maintien de 1 ' horafeostasie 
du systeme nerveux central. 

Pour exercer ce contrdle, le systeme 5-HT met 
30 en oeuvre une grande vari6t6 de r&cepteurs specif iques. 
II s'agit en effet de plusieurs families dont certaines 
sont bien caract&ris&es (5-HT x , 5-HT 2 , 5-HT 3 , 5-HT 4 ) et 
d' autres mi ses en evidence plus rScemment sont encore peu 
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connues (5-HT 5 , 5-HT 6 , 5-HT 7 ). Certaines d'entre elles 
sont representees par de nombreux sous-types ; c'est le 
cas en particulier de la famille caracterisee par 

une af finite nanomolaire de la 5-HT pour ces sites, et 
5 qui comporte les sous-types 5-HT^ B D E F 

Les recepteurs de type 5-HT 1B et 5-HT 1D sont 
localises sur les terminaisons s6rotoninergiques et non- 
serotoninergiques, ou ils modulent la liberation du 
neurotransmetteur contenu dans ces terminaisons, en 
10 particulier ils peuvent reguler la liberation de la 5-HT 
elle-meme ( autorfecepteurs ) et jouer alors un r61e 
determinant dans l'activite de la neurotransmission 
serotoninergique . 

D'un point de vue fondamental, le systeme 
15 serotoninergique est implique dans de tres nombreuses 
fonctions physiologiques et dans de nombreuses patholo- 
gies, et notamment dans le syndrome depressif. 

La depression est un desordre psychiatrique 
encore mal connu malgre les tres nombreuses etudes qui 
20 lui ont 6t6 consacr6es. Cependant, il est maintenant 
assez clair qu'une tr£s grande partie sinon la totalite 
des depressions implique le systeme serotoninergique et 
notamment, il est generalement accepte qu'il existe une 
relation entre un deficit serotoninergique et le suicide. 
25 En outre, les medicaments antid6presseurs 

interagissent pour un grand nombre d'entre eux avec le 
systeme serotoninergique et les plus recents, qui sont 
les plus efficaces et qui poss£dent le moins d'effets 
indesirables, sont le plus souvent de type "s6rotoniner- 
30 gique". Ces substances aboutissent toutes, par des 
mecanismes divers, a faciliter la transmission serotoni- 
nergique (inhibiteurs de monoamine oxydases, inhibiteurs 
de recapture, agonistes 5-HT^). Mais d'uhe part, leur 
efficacite est limitee, et d 1 autre part, ils possedent 
35 encore pour nombre d'entre eux des effets secondaires 
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importants, et enfin, leur delai d 1 action est important 
( > 2 semaines ) . 

Les resultats recents de la litterature et 
des inventeurs indiquent que les recepteurs 5-HT 1B/1D 
5 pcurraient jouer un role important dans le syndrome 
depressif et dans le mecanisme d 1 action des antid§pres- 
seurs. II a en effet ete montre que non seulement ils 
modulent la liberation d 'acetylcholine, mais ils modulent 
aussi celle de la 5-HT elle-meme, et par la meme regulent 

10 de fagon efficace la transmission s6rotoninergique dont 
on sait 1' importance dans le syndrome depressif. De plus, 
ils sont la cible des antidepresseurs qui interagissent 
de fagon vraisemblablement non competitive ; autrement 
dit, les antidepresseurs reconnaitraient un site distinct 

15 des recepteurs 5-HT 1B/1D , mais etroitement interactif avec 
ces derniers. 

Les travaux des inventeurs ont permis la mise 
en evidence d'un compose endogene cerebral reconnaissant 
un site recepteur capable d'interagir avec le fonction- 

20 nement de certains recepteurs 5-HT, en particulier les 
recepteurs 5-HT 1B/1D qui modulent la liberation de la 5-HT 
elle-meme. 

Le compose endogene cerebral mis en evidence 
est un tetrapeptide de sequence : 

25 

Leu - Ser - Ala - Leu (sequence LSAL ) . 

Les inventeurs ont egalement teste 1 ' activite 
de peptides comprenant une partie de la sequence LSAL ou 

30 la sequence LSAL modifiee et montre que ces composes 
avaient encore une bonne activite sur les r6cepteurs 
5-HT 1B/1D . De maniere gen6rale, une modification (par 
exemple une ac6tylation) de l'extremite NH 2 terminale 
aboutit a un compose ayant une moins bonne activite de 

35 ligand sur le recepteur 5-HT, alors que des modifications 
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de I'extremite COOH permettent d'obtenir un peptide qui 
presente encore une activite importante. 

Par exemple, I'adjonction de la sequence Gly- 
Gly-Gly-Tyr a l'extremite COOH de la sequence LSAL permet 
5 d'obtenir un compose ayant une activite encore importan- 
te, Cependant, I'adjonction de la meme sequence, mais 
dont le residu Tyr est iode aboutit a un compose n' ayant 
plus d f activite de ligand du r&cepteur 5-HT, probablement 
en raison de 1 • encombrement sterique du a la taille 
10 importante des atomes d'iode qui empeche la liaison du 
peptide ainsi modifie sur son recepteur. 

L f invention a ainsi pour objet un compose de 
sequence peptidique 

15 X Leu Y 

dans laquelle X represente H ou Ala ou Leu-Ser-Ala, Y 
represente OH, ou une sequence peptidique ayant de 1 a 
10 aminoacides, dont l'extremite carboxy terminale est 
20 amidifiee par un groupe NH 2 ou esterifiee par un reste 
hydroxycarbyloxy substitue ou non substitug, 
sous reserve que X et Y ne representent pas simultanement 
H et OH, respect ivement 

ainsi que les composes correspondants dans lesquels le 
25 groupe de liaison peptidique -CO-NH- est remplace par un 
groupe de liaison resistant & la degradation enzymatique 
des proteases, ou dans lesquels le squelette peptidique 
comporte un ou plusieurs groupes intercales rendant la 
liaison peptidique resistante a la degradation enzymati- 
30 que. 

Ainsi, le groupe de liaison peptidique (-CO- 
NH-) est avantageusement remplace par un groupe de 
liaison -CO-NR'-, -CR 1 R 2 -CR 3 R 4 -, -CO-CR^-, R x , R 2 , R 3 et 
R 4 , identiques ou differents, representant H ou un groupe 
35 alkyle en C l -C 6 , notamment un groupe mfethyle, et R' 
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represent ant un groupe alkyle en C x -C 6 . 

Parmi les groupes pouvant etre intercales 
dans le squelette peptidique, on peut citer les groupes 
suivants -CR^-, -NRj- et -0-, R x et R 2 etant definis 
5 comme precedemment . 

Par reste hydrocarbyloxy, on entend notamment 
un groupe alkyloxy, alcfenyloxy ou alcynyloxy, a chaine 
lineaire ou ramifiee, ayant de 1 S 10 atomes de carbone 
non substitu6 ou substitufe par un ou plusieurs groupes 
10 choisis parmi OH, NH 2/ N0 2/ CI, Br r F, CF 3 , par exemple le 
groupe 0CH 3 , OC 2 H 5 , 0CH0H-CH 3 , 0CH0H-CH 2 0H, OCH 2 CH 2 NH 2/ 
OC 3 H 7 , etc-.. 

L 1 invention a plus particulierement pour 
ob jet un compose de sequence peptidique suivante : 



15 



Leu - Ser - Ala - Leu - Z 



dans laquelle Z reprfesente OH, NH 2 un reste hydrocarby- 
loxy substitue ou non substitu6, ou une sfequence peptidi- 

20 que ayant de 1 £ 10 aminoacides , ainsi que les composes 
correspondants dans lesquels la liaison peptidique est 
remplac6e par une liaison resistante 4 la degradation 
enzymatique des proteases ou dans lesquels le squelette 
peptidique comporte un ou plusieurs groupes intercal6s 

25 rendant la liaison peptidique r6sistante d la degradation 
enzymatique . 

La nature des aminoacides de Z est indif f6- 
rente, la limite 6tant que lorsqu'il s'agit d ' aminoacides 
modifies (non cod6s genfetiquement ) , ceux-ci ne soient pas 
30 substitu§s par un groupe encombrant (ayant une taille 
superieure h celle du rayon de l'atome d'iode. 

Les composes selon 1' invention comprennent 
notamment les peptides de sequence suivante : 
Ala - Leu; 
35 Leu -Ser; 
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Ala - 


Leu 


-Ser; 






Leu - 


Ser 


- Ala - 


Leu; 




Leu - 


Ser 


- Ala - 


Leu - 


OCH 3 ; 


Leu - 


Ser 


- Ala - 


Leu - 


NH 2 ; 


Leu - 


Ser 


- Ala - 


■ Leu 


- Gly 



Tyr; 

ainsi que les composes analogues dans lesquels la liaison 
peptidique est remplacee par une liaison telle que 
definie ci-dessus, ou dont le squelette comprend un 

10 groupe intercale tel que defini ci-dessus. 

Les composes les plus actifs sont ceux dont 
les aminoacides constitutifs sont sous la forme L, c'est- 
&-dire la forme naturelle pour les structures peptidiques 
d6finies ci-dessus. 

15 Les composes selon 1' invention sont prepares 

par extraction a partir de cerveau lyophilise comme 
decrit ci-apres ou plus avantageusement par synthase 
peptidique classique, par exemple par la methode en phase 
solide de MERRIFIELD lorsqu 1 ils sont de nature exclusive- 

20 ment peptidique, ou encore par modification des groupes 
terminaux des aminoacides et condensation des residus 
ainsi obtenus, les fonctions r§actives autres que celles 
engagees dans la liaison entre les residus successifs 
ayant ete prfealablement prot6g6es d l'aide des groupes 

25 protecteurs bien connus de I'homme du metier. 

Selon un exemple de preparation d'un peptide 
selon 1' invention, on fixe sur une rSsine, par l f interm6- 
diaire de son groupe carboxylique, le premier r£sidu de 
l'extrdmit6 COOH terminale dont la fonction amine est 

30 prot&g&e par un groupe terbutyloxycarbonyle, puis, aprds 
avoir d6proteg<§ la fonction amine en lavant la r6sine 
avec de l'acide trif luoroacetique dans du dichlorom6tha- 
ne, on couple dans le dimethyl formamide le second residu 
d'acide amin6 dont la fonction amino est prot6g£e comme 

35 precedemment , on fixe ainsi les uns apres les autres les 
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residus aminoacides qui vont constituer la portion du 
peptide selon 1' invention. Apres deprotection, la 
fonction amine du residu N- terminal peut etre acetylee 
par action d'un exces d' anhydride acetique en presence 
5 de diisopropylethylamine . 

Les chaines laterales reactives des aminoa- 
cides peuvent etre protegees par exemple par un groupe 
benzyle, pour les chaines laterales hydroxyles. 

Apres avoir elimine le groupe protecteur , le 
10 peptide selon 1' invention est libere du support solide, 
par exemple avec de l'acide f luorhydrique. Le produit 
brut est lyophilise et soumis a une chromatographie en 
phase liquide a moyenne pression, permettant d'obtenir 
un produit pratiquement pur ; celui-ci est alors caracte- 
15 rise par chromatographie en phase liquide a haute 
"pression ainsi que par 1' analyse de sa composition en 
aminoacides et par spectrometrie de masse. 

Les peptides caracterises possedent la 
propriete de modifier la transmission serotoninergique 
20 par ses interactions avec les autorecepteurs (et aussi 
les heterorecepteurs) et Jouent un r61e clef dans 
diverses pathologies psychiatriques ou le systeme 5-HT 
est notoirement mis en jeu (stress, anxiete, depression, 
obsessions compulsives, troubles de l'appetit, du 
25 sommeil, troubles du comportement, agressivite, etc.). 

L' invention a egalement pour objet un compose 
apte a remplir le role de ligand du recepteur sur lequel 
se fixe le peptide endogene de sequence Leu-Ser-Ala-Leu 
(LSAL), caracterise en ce qu'il comprend un groupement 
30 dont la structure spatiale est sensiblement identique a 
celle d'un peptide de sequence 

X - Leu - Y 



35 



dans laquelle X et Y sont tels que definis precedemment, 
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X et Y ne representant pas simultanement H et OH, 
respect ivement . 

Un tel compose peut etre un agoniste ou un 

antagoniste du peptide LSAL. 
5 Par structure "spatiale sensiblement identi- 

que", on entend au sens de la present e invention que la 
position moyenne des atomes formant le groupement qui se 
lie au recepteur ne differe qu'au plus de 5 %, et de 
preference au plus de 2 % de la position moyenne des 
10 atomes formant le peptide correspondant . 

Parmi les composfes preferes, on peut citer 
ceux comprenant un groupement dont la structure spatiale 
est sensiblement identique aux di-, tri- et tStrapeptides 
suivants : 
15 Ala-Leu 

Leu-Ser 
Ala-Leu-Ser 
Leu-Ser- Ala- Leu. 

Les composes selon 1' invention sont elaborfcs 
20 a partir de(s) la (les) structure(s) spatiale(s) des 
peptides selon l f invention par mod§lisation informatique 
et synthase chimique classique a partir de la structure 
obtenue apres modelisation, comme decrit dans J. Med. 
Chem., vol. 37, N° 9, pp. 1233 S 1251 et J. Med. Chem. , 
25 vol. 37, N° 10, pp. 1385-1401. 

Avantageusement, ces composes sont 61abor6s 
en outre en s f appuyant sur la structure spatiale de 
molecules d ' antid6presseur connues actives sur ce m&ne 
site. 

30 La technique par modfelisation permet notam- 

ment de def inir et caractferiser la structure de molecules 
n'affectant pas les sites de transport des amines (4 la 
difference de la plupart des antidfepresseurs connus 
actuellement) mais affectant le seul site allostferique 

35 porte par les r6cepteurs 5-HT 1B/D . 
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L 1 invention a egalement pour objet une 
composition therapeutique comprenant un compose tel que 
defini ci-dessus, capable de traverser la barriere 
hematoencephalique . 
o Pour traverser la barriere hematoencephali- 

que, le peptide est de preference administre sous la 
forme d'une pro-drogue, notanunent de type glycosyl- 
phospho-triester, dans laquelle le peptide est 116 par 
exemple par la leucine au groupe phosphate, comme d6crit 

10 dans J. MED. CHEM. 92, Vol. 35, p. 30-39. 

Une telle pro-drogue, ainsi que de manifere 
generale une molecule precurseur susceptible de liberer 
in vivo un compose selon 1' invention, consitue un autre 
ob j et de 1 1 invention . 

15 La composition therapeutique est utilis£e 

avantageusement dans des pathologies dans lesquelles est 
implique le systeme serotoninergique, notanunent dans les 
pathologies liees 4 une deficience de la transmission 
serotoninergique • 

20 Ainsi, la composition selon l f invention peut 

etre utilisee en particulier dans le traitement de la 
depression, mais egalement dans toutes les indications 
actuellement couvertes par les antid£presseurs, comme les 
troubles obsessionnels compulsif s, 1 'anxiete generalises, 

25 la crise de panique, les troubles de l T app6tit, du 
sommeil, 1 f impulsivite, les troubles sexuels, I'agressi- 
vit6, et plus generalement celles des composes facilitant 
la transmission serotoninergique. 

La composition selon 1* invention se prfesente 

30 avantageusement sous forme injectable ou or ale, ou sous 
toute autre forme pharmaceutique connue. 

La dose therapeutique ef ficace est ais&ment 
determin§e par l'homme du metier en fonction de la nature 
et de la gravite de la pathologie & traiter, ainsi que 

35 du poids et.de l'age du patient. Les composes selon 
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l f invention ne sont pas toxiques. lis sont ajoutes a un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable ou a un excipient 
bien connu de l'homme du metier. 

L 1 invention a egalement pour objet un procedfe 
5 de diagnostic in vitro d'une affection liee au systeme 
serotoninergique chez un patient, caractferise en ce que 
I'on effectue un dosage dans un fluide biologique du 
patient d'un peptide de sequence 

10 Leu - Ser - Ala - Leu 

Le dosage est effectue notanunent par une 
m&thode immunologique comprenant la mise en presence d'un 
prelevement biologique avec un anticorps specif iquement 
15 . dirige contre un peptide selon l f invention et la mise en 
Evidence du complexe antigene-anticorps ainsi formfe. 

Ces procedes peuvent etre bases sur une 
methode radioimmunologique de type RIA, RIPA ou IRMA, ou 
sur une mfethode immunoenzymatique , pair exemple de type 
20 ELISA. 

Le fluide biologique peut etre le sang, 
l f urine ou le liquide cephalo-rachidien. 

Les anticorps peuvent etre monoclonaux ou 
polyclonaux et constituent, ainsi que leurs fragments 
25 Fab, Fab f , F(ab f ) 2 et Fc, un autre objet de I 1 invention. 

Les anticorps sont obtenus par couplage d'un 
peptide selon l f invention sur un peptide ou une prot&ine 
porteurs immunogdnes . 

L f invention a egalement pour objet un kit de 
30 diagnostic pour le dosage d'un peptide selon 1' invention 
dans un fluide corporel d ' un patient chez lequel on 
suspecte une pathologie li&e a une d§ficience de la 
transmission serotoninergique, notanunent une depression 
roasqu&e, comprenant au moins un anticorps tel que d6fini 
35 ci-dessus et 6ventuellement les reactifs pour la mise en 
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oeuvre du dosage. 

Les peptides de 1* invention se sont reveles 
inactifs sur le site de recapture de la 5-HT. 

L' existence d f un facteur endogene cerebral 
5 non actif sur le site de recapture constitue un standard 
de reference en terme d'activite et permet ainsi d'envi- 
sager un procede de s61ection de substances antidepres- 
sives, consistant a discriminer entre I'effet de recap- 
ture et l'effet d f interaction sur le site 5-HT 1B/1D . 

IQ ce procfede s f applique aux antid6presseurs 

connus et permet egalement la mise au point de medica- 
ments nouveaux. 

En pratique, la discrimination entre l'effet 
de recapture et l'effet sur le site 5-HT 1B/1D peut etre 

15 effertufee en realisant des essais d' inhibition de liaison 
entr: d'une part des quantites croissantes d • antid6pres- 
seurs et la capture de la 5-HT dans les synaptosomes , la 
5-HT §tant radiomarquee et d f autre part en realisant des 
essais de m§me type sur le r6cepteur 5-HT 1B/10 en faisant 

20 varier la quantite d 1 antidepresseurs en pr6sence d'un 
ligand radiomarque sp6cifique de ces recepteurs, et en 
dfeterminant les Ki respectifs ou de fagon plus g6n6rale 
les CI 50 . 

Le choix d 1 antidepresseurs ayant une activit6 
25 selective sur le site 5-HT 1B/10 sera dict§ par les substan- 
ces presentant un Ki eleve ou une CI 50 faible dans 
l'essai de recapture et inversement un Ki faible ou une 
CI 50 61ev6e dans l'essai d' inhibition de liaison sur le 
site de reconnaissance du peptide du r6cepteur 5-HT 1B/1D . 
30 On peut egalement et plus aisfement utiliser le peptide 
radiomarqu6 (tritium) pour identifier et caract&riser le 
site spfecifique de reconnaissance du peptide, et ainsi 
directement 6tudier les capacit6s de diverses substances 
& dgplacer (competition) ce peptide en mesurant leur Ki 
35 et en comparant ce dernier aux valeurs de Ki obtenues 
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pour ces memes substances pour inhiber la capture de la 
5-HT (ou deplacer un inhibiteur de recapture ( 3 H paroxe- 
tine par exemple ) . 

5 Un autre objet de 1' invention consiste 

egalement en un procfede de mise en Evidence de ligands 
du site du recepteur 5-HT XB/1D pour le peptide LSAL, 
caracterise en ce que l'on effectue les etapes consistant 
a : 

10 - mettre en contact une molecule ou un 

melange contenant differentes molecules, eventuellement 
non identifiees avec une cellule recombinee exprimant a 
sa surface le recepteur 5-HT 1B/1D en presence d'un compose 
selon 1' invention dans des conditions permettant l'inte- 
15 raction entre le recepteur 5-HT 1B/1D et ladite (lesdites) 
• mol6cule(s), dans le cas ou celle-ci possederait une 
affinite pour le recepteur 5-HT 1B/1D ; 

- detecter la quantite dudit compose selon 
1' invention li6e au recepteur; 
20 - en deduire la fixation 6ventuelle de ladite 

( desdi t es ) molecule ( s ) . 

Ce proc6d§ peut etre utilisfe pour la mise en 
evidence d'agonistes ou d 1 antagonistes du peptide LSAL. 



25 Un autre objet de 1* invention concerne un 

proc&d& de mise en Evidence de modulateurs (antagonistes 
ou agonistes) du site du recepteur 5-HT 1B/1D pour le peptide 
LSAL caracterisfe en ce que l'on effectue les etapes 
consistant h : 

30 - mettre en contact une molecule ou un 

melange contenant differentes molecules, 6ventuellement 
non identifiees, avec une cellule recombinfee exprimant 
a sa surface le rfecepteur 5-HT 1B/1D en presence d'un 
compost selon 1* invention, dans des conditions permettant 

35 1 1 interaction entre le recepteur 5-HT 1B/1D et ledit compost 
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selon 1 ' invention; 

- detecter les molecules capables de mimer ou 
d'antagoniser l'activite du compose selon 1' invention sur 

ledit recepteur. 
5 Des ligands obtenus selon un procede tel que 

decrit ci-dessus peuvent etre utilises comme principe 
actif d'une composition therapeutique utile dans le 
traitement de troubles psychiatriques tels que la 
depression, circulatoires tels que la migraine, ou 

10 immunologiques lies aux recepteurs 5-HT 1B/1D . 

Les composes selon 1 • invention sont egalement 
utiles comme outils de diagnostic pour marquer les 
recepteurs 5-HT 1B/1D , et plus particulierement le site de 
liaison du peptide endogene sur ces recepteurs. 

15 a cette fin, on utilise avantageusement une 

"composition de diagnostic comprenant un compose selon 
1' invention radiomarque dans une technique d'imagerie 
mettant en oeuvre un scanner de tomographie par emission 
de positons. 

20 on decrira ci-apres l'isolement et la 

caracterisation du peptide Leu-Ser-Ala-Leu selon 1 ' inven- 
tion, ainsi que les proprietes de liaison et les activi- 
tes pharmacologiques sur les recepteurs 5-HT 1B/1D du 
peptide Leu-Ser-Ala-Leu en se reportant aux figures 

25 annexees sur lesquelles : 

- La Figure 1 represente les interactions de 
liaison avec le [ 125 I]cyanopindolol. 

La liaison du [ 125 l]cyanopindolol a ete 
mesuree comme decrit dans HOYER D. et al., Eur. J. 
30 Pharmacol. 118, 1-12 (1985). 

- La Figure 1A represente les resultats 
obtenus avec des membranes corticales de cerveau de rat 
(50 ug de proteines), incubees pendant 60 minutes a 37 'C 
dans un volume total de 100 pi en presence de [ 125 I]cyano- 

35 pindolol 0,3 nM. 
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L f incubation a ete effectuee dans un tampon 
tris-HCl 5 mM, pH 7,5, contenant 154 mM NaCl, 1 pM de 
pargyline, 30 pM d ' isoproterenol et differentes concen- 
trations du peptide (1CT 13 a 1CT 8 M). Chaque point corres- 
5 pond a une moyenne plus ou moins l'ecart type de cinq 
determinations independantes. 

- La Figure IB represente les resultats 
obtenus avec des membranes de cellules NIH 3T3, trans- 
ferees avec le gene du rfecepteur 5-HT 1B (50 pg de 

10 prolines), incubees pendant 60 minutes a 37 °C en 
presence de [ 125 I]cyanopindolol 0,3 nM. La liaison a 6te 
mesuree comme pour la Figure 1A. 

- La Figure 1C represente les resultats 
obtenus des membranes corticales de cerveau de rat (50 

15 -pg de proteines) incubees pendant 60 minutes a 37 °C dans 
un volume total de 100 pi en presence de concentrations 
croissantes de [ 125 I]cyanopindolol (0,06 a 0,35 nM) avec 
(0) ou sans (•), le peptide a 1 nM. Chaque point corres- 
pond a la moyenne plus ou moins l'ecart type de trois 

20 determinations independantes. 

- La Figure ID represente la courbe de 
Scatchard des courbes de saturation. 

- La Figure 2 represente les resultats des 
effets de LSAL sur l'activite adenylylcyclase stimul6e 

25 par la forskoline. 

Des membranes de cellules NIH 3T3 exprimant 
le g§ne du rfecepteur 5-HT 1B de souris ont 6t6 mises en 
suspension et homogeneisees avec un homogenisateur Dounce 
dans un tampon tris-HCl 50 mM pH 7,4 contenant MgCl 2 a 

30 3 mM et EGTA a 0,2 mM (tampon TME). 

Les activit6s adfenylyl cyclase ont ete 
mesurees dans des fractions aliquotes de 50 pi (30-50 pg 
de proteines) d f homogeneisats dans un volume final de 100 
pi contenant 0,1 mM, [a 32 P]ATP (lpCi), 1 mM MgCl 2 , 50 pM 

35 GTP, 10 pM forskoline, 100 mM NaCl, 10 mM theophylline, 
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20 mM phosphocreatinine, 0,2 mg/ml creatine kinase, 1 mM 
[ 3 H]AMPc ( = 15 000 cpm/essai) et les substanc s S 
etudier . 

Les membranes ont ete incubees pendant 20 
5 minutes h 30 °C. La reaction a ete arret6e par addition 
de 200 pi d'ATP a 5 mM, 5 mM d'AMPc et du dodecyl sulfate 
de sodium d 1% dissous dans 50 mM de tampon Tris-HCl. 

Le [ 32 P]AMPc form6 a ete isole par la methode 
de chromatographie a deux colonnes d6crite par Salomon 
10 et al. (Adv. Cyclic Nucleotide Res., 10, 35-55 (1979)., 
modifie par De Vivo et Maayani (J. Pharmacol. Exp. 
Therap. 238, 248-253 (1986)). 

- La Figure 2A exprime l'effet de LSAL en 
fonction de sa concentration sur l'activite enzymatique 
15 stimulee par la forskoline en presence de 0,1 pM de 5-HT. 

- - La Figure 2B exprime la courbe dose-r6ponse 

de l'effet de 5-HT sur l'a&tivite enzymatique stimulee 

par la forskoline en l f absence (• •), ou en presence 

(0 0) de LSAL (10- 9 M). 

20 - La Figure 3 represente l'effet du peptide 

sur la liberation de serotonine dans des synaptosomes de 
l'hippocampe de cerveau de rat. Les r&sultats sont 
exprimes en pourcentages de la liberation de [ 3 H]5-HT 
(rapport P^P^en 1' absence de peptide. Chaque point est 
25 la moyenne plus ou moins l'ecart type de determinations 
en triple obtenue k I'aide de 3-6 homog6n6isats d'hippo- 
campe distincts. 

La methode mise en oeuvre est la m6thode d6- 
crite pr6cedemment (BOLANOS- JIMENEZ B. et al., Eur. J. 
30 Pharmacol. 242, 1-6 (1993)) avec les modifications 
suivantes : la [ 3 HJ acetylcholine 6tait substituee par 60 
nM [ 3 H]5-HT et 0,01% d'acide ascorbique 6tait ajoute au 
milieu d' incubation. 



35 
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1 . Isolement et purification du peptide Leu- 

Ser-Ala-Leu 

En utilisant comme critere de discrimination 
5 la capacite d'un facteur potentiel a interagir avec la 
reconnaissance de la 5-HT par le recepteur 5-HT 1B/10 de 
membranes de synaptosomes de cerveau de rat, comme d6crit 
dans FR-2 657 784, un compose actif a 6te purifi6 a 
partir d'extraits de cerveaux de rat, de cheval et de 
10 bovin. La mSthodologie de purification a fait appel & des 
separations par permeation sur gel, des phases normales 
ou invers6es ou encore des echanges ioniques. 

Elle est resum&e sur le tableau ci-dessous : 

15 
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Etapes dft purification du peptide endoqene 



10 



15 



20 



25 



30 



ETAPES DE LA 
CnnUwlA 1 WAanMrnic 


CONDITIONS DE LA 
CHROMATOGRAPHY 


FRACTION 
ACTIVE 

(Temps d'elution 
ou de retention) 


EXCLUSION DE TAILLE 
(TSK HW 40S. Merck. 
600 x 26 mm) 


Elution isocratique avec un tampon 
d' acetate d'ammonium 
(CH 3 COONH 4 ) 50mM (pH 5) 
Vitesse d'ecoulement : 2 ml.min"' 


T c = 80 min. 


PHASE INVERSE 

(C ie . Ultrabase. Shandon, 

250 x 10 mm) 


Gradient d'elution lineaire de A a B 
pendant 12 minutes : 
A : 50 mM CH 3 C00NH 4 (pH 5) ; 
B : 50 mM CH 3 COONH 4 (pH 5)/CH 3 CN. 88/12 
Gradient par etapes pendant 5 min. avec C. 
C : 50 mM CH 3 COONH, (pH 5)/CH 3 CN. 50/50 
Vitesse d'ecoulement : 4 ml. min' 1 


T n = 20 min. 


EXCLUSION DE TAILLE 
(Sephadex G^, 
Pharmacia. 

450 x 16 mm) 


Elution isocratique avec 
10 mM CH 3 COONH 4 (pH 5) 
Vitesse d'ecoulement : 0,3 ml. min" 1 


T E = 240 min. 


PHASE INVERSE 

(C 18 , Ultrabase, Shandon. 

250 x 10 mm) 


Gradient d'elution lineaire de A a B 
pendant 15 minutes 

A : 50 mM CH 3 COONH 4 (pn b)/Ort 3 ui>i. ooiio 
B : 50 mM CH 3 COONH 4 {pH 5)/CH 3 CN. 75/25 
Gradient par etapes pendant 5 min. avec C. 
C : 50 mM CH 3 COONH 4 (pH 5)/CH 3 CN, 50/50 


T R = 5.75 min. | 


1 PHASE INVERSE 

| (C, 8 , Ultrabase, Shandon. 

1 250 x 10 mm) 


Gradient d'elution lineaire de A a B 
pendant 35 minutes 
A : 50 mM CH 3 COONH 4 (pH 5) ; 
B : 50 mM CH 3 COONH 4 (pH 5)/CH 3 CN. 70/30 
Vitesse d'ecoulement : 4 ml.min" 1 


T R = 28 min. | 


PHASE 

PSEUDO-INVERSE 
(Colonne de charbon, 
Hypercarb.. 
Shandon, 100 x 3 mm) 


Gradient d'elution lineaire de A a B 
pendant 30 minutes 
A : 50 mM CH 3 C00NH 4 (pH 5) ; 
B : 50 mM CHj COONH 4 (pH 5)/CH 3 CN. 70/30 
Vitesse d'ecoulement : 1 ml.min* 1 


T R = 12,71 min. 


I PHASE INVERSE 

1 (C,* UtoabaM. Shandon, 

1 150x4 mm) 


Elution isocratique avec 0.05% 

TFA/CHjCN. 83/17 

Vitesse d'ecoulement : 1 ml.min" 1 


T* * 5.14 min. 



La caracterisation des fractions obtenues a 
ete realisee essentiellement sur la base d' analyse par 
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RMN, d' analyse d ' aminoacides et de sequengage d' aminoa- 
cides. Le compose purifie consistait en Leu-Ser-Ala-Leu. 

La meme fraction a ete obtenue egalement a 
partir de cerveau de cheval et de bovin, ce qui signifie 
5 que ce peptide est conserve chez les mammiferes. 

2 . Interactions du peptide purifi6 avec les 
r^cepteurs 5-HT 1 1T/1r 

Le peptide synthfetique LSAL a 6t6 test6 pour 
10 sa capacity a "mimer" les effets de la fraction purifife 
obtenue S partir d'extraits de cerveau. LSAL inhibe la 
liaison de [ 3 H]-5-HT aux r^cepteurs 5~HT 1 avec une CI 50 
proche de lO^M et un effet inhibiteur maximum de 30 a 
50% se produisant a une concentration de 10" 9 M. La 
15 liaison aux 5-HT lnonA , qui dans les conditions experimen- 
tales mises en oeuvre, repr^sente principalement des 
sites 5-HT 1B/1D , est inhibee jusqu'a une valeur maximale 
de 75% , comme repr6sente au tableau 2 ci-dessous avec une 
CI 50 identique. 

20 Cette derniere observation indique que les 

recepteurs 5-HT lB/10 sont particulierement sensibles au 
peptide. C'est pourquoi des essais ont 6t6 r6alis6s sur 
des homog6n6isats de tissu cferfebral de rat dans lesquels 
les rfecepteurs 5-HT 1B 6taient marqu6s spfecif iquement avec 

25 du [ 125 I] cyanopindolol , 1 ' interaction correspondait 4 une 
CI 50 de 10" 1X M et un effet maximum de 60%d f inhibition, 
comme repr6sent6 a la Figure 1A. 

En outre, l'activitfe de ce peptide sur les 
r6cepteurs 5-HT 1D a 6t6 demontr6e chez le cobaye et sur 

30 le cerveau humain h l'aide de [ 3 H]5-HT. La valeur de la 
CI 50 6tait a nouveau de 10" U M. Ces r6sultats sugg&rent 
fortement que in vitro, les rfecepteurs 5-HT 1B/lD consti- 
tuent la cible du peptide LSAL. 
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L'activite du peptide a egalement ete evaluee 
sur la liaison aux recepteurs 5-HT 1B dans des cellules 
NIH 3T3 transferees avec le gene du recepteur 5-HT 1B de 
la souris. 

5 L'effet inhibiteur du peptide etait tres 

similaire a celui observe dans les homogeneisats de tissu 

cerebral (Figure IB). 

L'effet maximum correspondait a 70% d' inhibi- 
tion de la liaison specifique du [ 125 I] cyanopindolol avec 
10 une valeur de la CI 50 de 10-"M. Ce resultat demontre 
clairement que LSAL interagit directement avec les 

recepteurs 5-HT 1B . 

Pour etudier plus loin le type d ' interaction 
du tetrapeptide avec les recepteurs 5-HT lB/1D , des courbes 
15 de saturation du ligand radiomarque ont ete etablies en 
- presence du peptide. Les resultats de liaison obtenus 
suggerent que l'activite inhibitrice du peptide corres- 
pond a une interaction non competitive (Figures 1C, ID). 

Ce resultat a ete observe avec la [ 3 H]5-HT, 
20 aussi bien qu'avec le [ 125 I] cyanopindolol pour marquer les 
recepteurs 5-HT 1B et est en accord avec l'hypothese 
precedente de 1' existence d'un site specifique pour le 
peptide distinct mais etroitement apparente au site de 

liaison de 5-HT. 
25 La specificite pharmacologique des fractions 

. partiellement purifiees a ete etudiee au cours d'une 
purification ulterieure en utilisant des homogeneisats 
de cerveau de rat. Les essais ont ete effectues en 
utilisant le LSAL synthetique pour determiner si le 
30 peptide interagissait ou non avec d'autres recepteurs 5- 
HT, ou ceux d'autres neuro-transmetteurs . 

Les recepteurs 5-HT « n'etaient pas affectes 
a une concentration du peptide qui antagonisait fortement 
la liaison au 5-HT 1B/10 . 

35 
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De maniere analogue, la liaison de radio- 
ligands aux recepteurs 5-HT 1E , 5-HT 1F , 5-HT 2 et 5-HT 3 
n'etait pas affectee (Tableau 2), ce qui indique que 
parmi les recepteurs serotoninergiques etudies, seule la 
5 classe 5-HT 1B/1D etait sensible au peptide. La liaison 
d'autres radio-ligands specif iques a des recepteurs de 
neurotransmetteurs varies a ete examinee : les recepteurs 
a et p adrenergiques, dopaminergiques, muscariniques, 
histaminergiques, aux opiacees et aux benzodiazepines. 
10 La liaison a ces recepteurs n'etait pas signif icativement 
reduite par LSAL a des concentrations qui avaient un 
effet inhibiteur maximum pour la liaison aux recepteurs 
5-HT 1B/1D (Tableau 2). 

15 

Tableau 2 

Effet inhibiteur du peptide sur differentes liaisons 
20 de radioligands dans des tissus de cerveau de rat 



25 



30 



35 
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15 



20 



RECEPTEURS 


LIGANDS 


EFFET IMHIBITEUR 
EN % 
DU TEMOIN 


| SEROTONINERGIQUES 






5-HT, A 


PH18-OH-DPAT (3 nM) 


0 


5-HT 1B 


[ ,25 llcyanopindoIol (0,3 nM) 
+ 30 j/M isoproterenol 
+ 0.1 nM 8-OH DPAT 


70 ± 2 


5-HT, NONA 


fHJS-HT (30 nM) + 0,1 /iM 8-OH-DPAT 


75 ±3 




[ 3 HJ5-HT (30 nM) + 20 nM 5-CT 


0 ± 10 


5-HT^ 


[ 3 H]ketanserine (5 nM) 


10 ± 5 




[ 3 H]DOB (5 nM) 


2±8 


S-HT S 


fHJBRL 43694 (3 nM) 


0± 10 


ADRENERGIQUES 






I °' 


pHJprazosine (2 nM) 


5±3 


r 


pHJdihydroalprenolol (3 nM) 
+ 5-HT 10" 5 M 


10 ±15 


DOPAMINERGIOUES 






D 2 


fHJspiperone (2 nM) + 10 pM 5-HT 


2±3 £ 


HISTAMINERG IQUES 






H, 


pHJmepyramine (5 nM) 


10 ±10 


MUSCARINIQUES 


fHJbenzylate de quinuclidinyle (3 nM) 


0±2 


QPIACEES 


fHJnaloxone (2 nM) 


10 ±10 


BENZODIAZEPINES 


fHJflunitrazepam (3nM) 


2±2 



35 
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Leaendes du Tableau 2 : 

Des membranes cerebrales de cerveau de rat 
(200 pg) ont ete incubees pendant 30 minutes a 25 °C avec 
differents radio- ligands specif iques (voir Tableau) en 
5 presence ou en absence de 1 nM du peptide. 

Les differentes conditions de liaisons 
utilisees pour les recepteurs serotoninergiques sont 
celles decrites precedemment (PALACIOS J.M. et al.. 
Methods in Neurosciences 12, 238-262 (1993)). Pour les 
10 autres liaisons, le milieu d' incubation consistait en 50 
mM Tris-HCl pH 7,4 contenant 120 mM de NaCl et 50 mM de 
KC1 ( [ 3 H] spiroperidol, [ 3 H] benzylate de quinuclidinyle, 
[ 3 H]naloxone, ou 4 mM de CaCl 2 et 4 mM de MgCl 2 ([ 3 H]flu- 
nitrazepam), ou 120 mM de NaCl, 5 mM de KC1, 2,5 mM de 
15 CaCl 2 et 1 mM de MgS0 4 ( [ 3 H] prazosin ) , ou 90 mM de NaCl 
( [ 3 H]dihydroalprenolol) . 

Chaque point correspond a une moyenne plus ou 
moins l'ecart type de cinq determinations independantes . 



20 Le tetrapeptide identifie n'a pas montre 

d' autre effet sur la recapture de 5-HT dans les prepara- 
tions synaptosomales. II n'a pas non plus montre d' effet 
sur la recapture d' autres neurotransmetteurs (ou leurs 
precurseurs ) , par exemple la choline, le GABA, l 'histami- 

25 ne, la dopamine et la noradrenaline, ce resultat indique 
que le peptide est different des composes endogenes 
suspectes anterieurement d'interagir avec le transport 
des amines. 

La liaison de la [ 3 H]5-HT ou de [ 125 I]cyano- 
30 pindolol sur les recepteurs de type 5-HT 1B/1D est egalement 
inhibee par les peptides suivants avec les CI 50 corres- 
pondantes : 

- Ala - Leu CI 50 <* 10' 6 M 

- Leu- Ser CI 50 = 10* 5 M 

35 . - Ala - Leu - Ser CI 50 = 10" 6 M 
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, t A titre comparatif , le peptide Ala - Leu - 

Leu - Ser s'est montre inactif dans le seul essai 
realise. 

Le peptide Ala - Leu est actif dans sa 
5 forme L (forme naturelle) et ne presente quasiment pas 
d'activite dans sa forme D. 

Les fractions Ala - Leu et Leu - Ser ont 
egalement montre une grande sp6cificit6 d' interaction, 
puisque leur effet inhibiteur de liaison ne s'exergait 
10 que sur les sous-types 5-HT x des recepteurs 5-HT et plus 
particulierement sur le sous-type 5-HT 1B/1D ; dans les 
conditions experimentales utilisees, elles n'apparais- 
saient pas affecter les recepteurs 5-HT 2 et 5-HT 3 ni les 
recepteurs a adrenergiques , p adrenergiques , dopaminergi- 
15 ques, muscariniques , histarainergiques , recepteurs aux 
"benzodiazepines et recepteurs aux opiaces. Ces peptides 
sont egalement depourvus d f activity de deplacement du 
marqueur des sites de transport < 3 H paroxetine) et ne 
sont pas inhibiteurs de recapture de la 5-HT. 
20 L'activite du peptide Ala - Leu a en outre 

6t6 mesuree dans des essais pr61iminaires sur la fonction 
inhibitrice des recepteurs 5-HT 1B/lD sur la liberation 
evoquee d' acetylcholine. 

En accord avec les r6sultats des etudes de 
25 liaison indiquant une interaction avec les r6cepteurs 5- 
HT^,,.. il a 6t6 montre que le peptide LSAL antagonisait 

XB/XD ' 

l'activite modulatrice des recepteurs 5-HT 1B/1D & trSs 
faible concentration et potentialisait au contraire 
1' effet d f un agoniste 5-HT 1B & concentration plus 61ev6e. 
30 L f ensemble de ces r6sultats suggfere que ce peptide 
pourrait jo^er le role d'un modulateur allost6rique du 
r6cepteur 5-HT 1B/10 . 

35 
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3) Interaction de LSAL avec 1' activity 
fonctionnelle des recepteurs 5-HT 1 B (svst&ne de transduc- 
tion) 

Les rfecepteurs 5-HTj B/D sont connus pour etre 
5 majoritairement couples a la protfeine Gi, en inhibant 
l'activite de l'adenylyl cyclase, L f interaction de LSAL 
a ^te examinee sur 1 1 activity enzymatique correlee a la 
stimulation du recepteur 5-HT 1B exprimee dans des cellu- 
les NIH 3T3. 

10 Le peptide n'avait pas d'effet sur la 

production basale d'AMPc. Toutefois, il augmentait 
significativement l'effet inhibiteur de la 5-HT sur 
1' activity adenylyl cyclase stimulfee par la forskoline 
( Figure 2 ) . Cet ef f et 6tait dependant de la concentration 

15 avec une courbe dose-reponse en forme de cloche. L'acti- 
r vite du peptide sur les homogfeneisats de substance noire 
de rat etait pratiquement sirailaire. Ces resultats indi- 
quent clairement que LSAL interagit avec 1' activity du 
recepteur 5-HT lB . 

20 

4) Effets du peptide sur 1' activity fonc- 
tionnelle cellulaire des rfecepteurs 5-HT , P/ „ 

L 1 activity du peptide sur la liberation de 
[ 3 H]5-HT a partir de synaptosomes d 'hippocampe, de 
25 cerveau de rat prealablement chargfees en amine radioac- 
tive a 6t§ examinee. 

La liberation de [ 3 H]5-HT induite par K* a 
diminue en presence de LSAL de maniere dose-dependante 
avec une CI 50 apparente proche de 10" n M. L'effet maximum, 
30 observ6 S une concentration de 1(T 10 M, correspond d une 
inhibition de 20 a 25% de la liberation evoqude et 
diminue & des concentrations plus 61ev6es (Figure 3). 

Dans des series d'essais dont les conditions 
sont proches de eel les utllis&es pour les essais de 
35 liaison (a 1 'fequilibre) , le peptide LSAL ne potentialise 
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plus 1' action de la 5-HT mais au contraire s ! oppose a son 
effet inhibiteur sur la liberation de 3 H-5HT. 

Ces r6sultats demontrent que LSAL interagit 
avec la fonction cellulaire corr616e a l'activite des 
5 recepteurs 5-HT 1B/1D . L'hypothese la plus vraisemblable 
pour expliquer ces resultats est que le peptide LSAL 
agissant en tant que modulateur allosterique du recepteur 
5-HT 1B/1D est capable d'induire des transitions conforma- 
tionnelles de ce rfecepteur correspondant soit a un etat 
10 actif ( potentialisation ) soit d un etat d6sensibilise 
(inhibition) du rfecepteur. 



5) Ef fets in vivo de LSAL 

Des essais ont et6 realises in vivo chez la 
15 souris, pour examiner les effets comportementaux de LSAL. 

Dans la mesure ou des fetudes neuro-phannaco- 
logiques ant&rieures avaient montr6 1 ' implication des 
rfecepteurs 5-HT 1B dans les d6sordres lifes au stress et 
& I'anxi6t6, les effets du peptide ont 6t6 examines dans 
20 deux modeles animaux d'anxifetfe. 



Test du champ ouvert 

L'activit6 de LSAL a §t£ dfeterminfee dans le 
test du champ ouvert sur des sour is C57 /Black- 6. Des 

25 souris males C57/BL/6 (20-25 g) ont §t6 utilisfees.Le 
champ ouvert consistait en une boite de plastique blanc 
(35 x 35 x 20 cth) divisfee en 25 carrfes 6gaux. Du LSAL 
dissous dans 5 m! de 0,9% de solution saline dans un 
volume de 5 }il a rc6 injects par voie icv aux souris , qui 

30 ont 6t6 plac6es a un angle de la boite. Aprfes deux 
minutes, le nombre de carr6s traverses, les demi- tours 
effectu6s et le temps d • immobilisation ont 6t6 mesur&s. 
Les rfesultats sont exprimes comme la moyenne plus ou 
moins l'dcart type. Diffference avec le t6moin : 

35 *p < 0,05, **p < 0,005 (Test de Student). A des doses de 
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50 pg ICV par animal, l'activite exploratrice a ete 
significativement diminuee par rapport a des animaux 
temoins qui recevaient l'excipient dans les memes 
conditions (tableau 3). 



TABLEAU 3 

Effet d 1 injections intrac6r6broventriculaires 
de LSAL chez la sour is dans le test 
10 du champ ouvert 



15 



r 

1 Substance 


Nombre 
d'antmaux 


Nombre de 

carr6s 
traverses 


Nombre de 
redressements 


Temps 
^immobilisation (sec.) 


Contrdle 


12 


115 ± 9 


23 ± 3 


I 


(NaCI) 










LSAL 


12 


88 ±9* 


15 i 3* 


47 ±8** 


50 fig 











Labyrinthe en croix sur61ev& 
25 Ce test experimental est utilise pour 

determiner le degre d f anxi6t6 et consiste en un labyrin- 
the surfelevfe a deux bras, l'un prot6g6 par des parois et 
1' autre non proteg<§. 

L ? animal est suppose anxieux lorsgu'il 6vite 
30 1' entree et r&duit le temps pass6 dans les bras ouverts. 

Des souris males BALB/C pesant de 20 & 24 g 
ont 6t6 utilis&es. 

Le labyrinthe en croix sur&lev£ 6tait fait de 
plexiglas avec bras ouverts et deux bras ferm&s de la 
35 meme taille (12,5 x 5 cm) avec des murs de 15 cm de 
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hauteur, ces bras partant (Tune plateforme centrale de 
5x5 cm, placee 40 cm au-dessus du sol. 

Du LSAL dissous dans 5 ml de solution saline 
a 0,9% dans un volume de 5 pi a ete injecte icv aux 
souris. Trois heures plus tard, 1 ? animal a ete plac6 sur 
la plateforme centrale du labyrinthe. Chaque entree dans 
un bras ainsi que le temps passe dans chaque bras a et6 
enregistre. La duree du test etait de 5 minutes. Le 
labyrinthe a 6te nettoyfe apres chaque essai. 

Le LSAL a ete test6 dans des conditions de 
basse intensite lumineuse (BENJAMIN D. et al., Life Sci. 

47, 195-203 (1990)). 

Les resultats ont 6te exprimfes comme la 
moyenne plus ou moins l'6cart type du pourcentage des 
entrees dans les bras ouverts (% d f entr6es dans les bras 
" ouverts ) , pourcentage du temps pass& dans les bras 
ouverts (% temps dans le bras ouvert) et nombre total 
d' entrees dans les bras. Difference avec le t6moin : 
*p < 0,05, **p < 0,01 (Test de Student). 



TABLEAU 4A 
(1 heure apr&s injection i.v.) 



25 



30 



I Substance 


Nombre 


% entries 


%lemps pass6 


Entries 


1 injectee 


d'animaux 


dans les 


dans les 


totales dans 






bras ouverts 


bras ouverts 


les bras 


Temoin (NaQ) 


16 


77+9 


74±8 


5+1 


LSAL 0,5 fig 


16 


63+11 


64±8 


8+2 


LSAL 2 jig 


16 


69±10 


73+8 


8+2 I 


| LSAL 10 |xg 


16 


80+6 


69±6 


9±2* I 



WO 95/09868 



PCT/FR94/01158 



28 

TABLEAU 4B 
(3 heures apres injection i.v.) 



5 



Substance 


Nombre 


% entries 


%temps passd 


Entrees 


injectdc 


d'animaux 


dans les 


dans les 


totales dans 






bras ouverts 


bras ouverts 


les bras 


Temoin (NaCl) 


35 


62±5 


71+5 


8±1 


LSAL 2 ng 


6 


60±8 


62±9 


15+2** 


LSAL 10 ug 


16 


80+5** 


85+4* 


14±1** 


LSAL 50 ug 


26 


56±7 


55±7* 


8±1 



Ce r§sultat suggere fortement que dans les 
conditions experiment ales mises en oeuvre, le peptide a 
un effet anxiogene. Une dose de 10 yg de LSAL augmente 
15 le nombre d f entrees dans les bras ouverts non proteges 
du labyrinthe, suggSrant un effet anxiolytique de ce 
peptide dans les conditions d'essai. 

Test de la naoe f orcfee 

20 Le test de la nage forc6e (Porsolt) est un 

test simple qui ne peut en aucun cas etre assirailS & un 
modfele de "dfepression" . II a cependant le mferite de 
discriminer un bon nombre de substances antidfepressives. 
II f aut cependant remarquer que quelques antidfepresseurs 

25 ne sont pas act if s dans ce test et certaines substances 
non antid6pressives y sont actives. 

Dans des conditions expferimentales ou l'on 
mesure l'activite d * antidfepresseurs dans ce test, il a 
6t6 montre que le peptide Ala - Leu inject^ par voie ip 

30 & forte concentration, mais aussi i.e. v. (intra c6r6bro- 
ventriculaire) a faible concentration, r6duit 16g6rement 
mais significativement le temps d f immobilite des souris ; 
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les antidepresseurs de type noradrenergique (nomifensine) 
sont beaucoup plus ef ficaces que le peptide dans ce test, 
mais les antidepresseurs serotoninergiques ont egalement 
une activite faible. 
5 La mesure de 1* activity locomotrice horizon- 

tale a ete realisee dans un appareil d 1 activometrie. Le 
peptide a un effet stimulant. Au cours de ce test, une 
forte augmentation des defecations (signe lie a l'anxie- 
te) a 6t6 notee chez des aniraaux qui ont regu le peptide. 
10 Cependant, dans tous ces essais, il semble 

que l'etat de tt stress" initial des animaux joue un role 
dans 1' amplitude des phenomenes observes. 

Di verses series d 1 essais ont 6te realisees 
sur les effets du dipeptide Ala - Leu sur l f app6tit. Des 
15 administrations i.e. v. de 7 Zl 30 yg du peptide ont des 
-effets tres signif icatif s sur la prise de nourriture chez 
la souris, puisqu'elles entrainent sur 24 heures une 
diminution de prfes de la moitife de la consommation 
alimentaire des animaux, ainsi qu'une perte de poids 
20 egalement significative. 

Ces dernieres observations sont bien en 
accord avec le fait que les antidepresseurs sferotoniner- 
giques ont le plus souvent des effets importants sur la 
prise alimentaire, certains favorisant, d'autres rfedui- 
25 sant le poids chez les patients trait6s, et que leur 
activity est mise a profit dans les cas de boulimie ou 
d'anorexie qui souvent accompagnent la depression. 

Ces modifications comportementales observes 
apres administration in vivo de LSAL et d'autres peptides 
30 selon 1» invention montrent fortement que les modifica- 
tions molfeculaires et cellulaires induites par le peptide 
conduisent ef fectivement a des modifications de la 
fonction du systeme nerveux central. En fait, LSAL semble 
capable d'induire de l'anxi^te apres administration in 
35 vivo. LSAL apparait comme un regulateur endogene, capable 
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de moduler finement le controle exerce par la 5-HT sur 
la neurotransmission au niveau du systeme nerveux 
central. II joue vraisemblablement un role-cle dans les 
fonctions physiologiques ( sommeil, thermo-regulation, 
5 apprentissage et memoire, comportement , douleur, — ), 
ainsi que dans des mecanismes physio-pathologiques 
(stress, anxiete, depression, agressivitfe, desordres 
alimentaires, etc. . . ) connus ou fortement soupgonnfes pour 
impliquer le systeme s6rotoninergique . II devrait 

10 fegalement jouer un role important dans les pathologies 
lifees a la tension artSrielle et la migraine, car des 
rfecepteurs de type (S-HT^like ( probablement des 5- 

HT 1D )) ont 6te localises dans les vaisseaux de cerveau 
humain et dans d'autres muscles lisses. 

1$ ii r6gule sans doute 6galement la reponse 

immune dans la mesure ou les rGcepteurs 5-HT 1B/10 sont 
presents dans des tissus immuno-competents, et dans la 
mesure ou la transmission de la 5-HT est connue pour 
interagir avec la r6ponse immunitaire. 

20 

7) Activity relative des peptid es selon 

1 ' invention 

L'activite relative de diff6rents aminoacides 
ou peptides a 1 nM a ete d6termin6e sur des recepteurs 

25 5-HT 1B et 5-HT 1B/1D & l f aide de 0,3 nM de [ 125 I] cyanopindo- 
lol et 30 nN [ 3 H] 5-HT respect ivement. Les experiences de 
liaison ont 6te realisees comme decrit pr6c6demment . Les 
resultats sont exprimes en pourcentage de l'effet de 
LSAL. Chaque valeur correspond a la moyenne ± l'6cart 

30 type de trois essais independants realises en cinq 
exemplaires . 



35 
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TABLEAU 5 





AMINOACIDES 
ET PEPTIDES 


PUISSANCE RELATIVE 


Recepteurs 
5-HT, B/D ([ 5 HJ5-HT) 


Recepteurs 
5-HT IB || ,ls I]cya- 
nopindolol) 


5 


ALA 


0±4 


1,7 + 1,68 




LEU 


2 + 9 


0 + 2 




SER 


0 + 5 


0 + 1,7 




ALA-LEU 


50 + 5 


61,5 ±5 




B-ALA-LEU 


0 ± 13 


N.D. • 


1 0 
in 


D- ALA- LEU 


0 + 10 


N.D. • 




ft_AT A-ni^I Ftl 


2 + 13 


N.D. * 




I JH J- AT A 


1 ±2 


1,7 ± 1,6 


- 


LEU-SER 


45;7 ± 7 


533 + 8 




SER-LEU 


4 + 4 


N.D.» 


15 


ALA-LEU-SER 


28 ±10 


33,8 ± 10 




ALA-LEU-LEU-SER 


10+15 


23,6 + 10,6 




LEU-SER-ALA-LEU 


100 ±5 


100 + 10 




AC-LEU-SER-ALA-LEU 


26,7 ± 10 


N.D.* 




LEU-SER-ALA-LEU-NH 


833 + 16 


», 


20 


LEU-SER-ALA-LEU-GLY- 








GLY-GLY-TYR 


80,9 ± 93 





* N.D. : nan determine 
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REVENDICATIONS 

1. Compose de sequence peptidique 

X Leu Y 

5 

dans laquelle X represente H ou Ala ou Leu-Ser-Ala, Y 
represente OH ou une sequence peptidique ayant de 1 a 10 
aminoacides, dont I'extremite carboxy terminale est 
amidifiee par un groupe NH 2 ou ester ififee par un reste 
10 hydrocarbyloxy substitue ou non substitu6, 

sous reserve que X et Y ne representent pas simultanement 
H et OH, respect ivement 

ainsi que les composes correspondants dans lesquels le 
groupe de liaison peptidique -CO-NH- est remplace par un 
15 groupe de liaison resistant a la degradation enzymatique 
des proteases, ou dans lesquels le squelette peptidique 
comporte un ou plusieurs groupes intercales rendant la 
liaison peptidique resistante a la degradation enzymati- 
que. 

20 2 . Composes de sequence peptidique suivante ; 

Leu - Ser - Ala - Leu - Z 

dans laquelle Z represente OH, NH 2 un reste hydrocarby- 
25 loxy substitu6 ou non substitufe, ou une sequence peptidi- 
que ayant de 1 a 10 aminoacides, ainsi que les composes 
correspondants dans lesquels la liaison peptidique est 
reraplacee par une liaison resistante a la degradation 
enzymatique des proteases ou dans lesquels le squelette 
30 peptidique comporte un ou plusieurs groupes intercales 
rendant la liaison peptidique resistante & la degradation 
enzymatique • 

3. Composes selon la revendication 1 ou 2, 
dans lesquels le groupe de liaison peptidique -CO-NH- est 
35 remplace par un groupe choisi parmi -CO- NR 1 , -CR^- 
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CR 3 R 4 -, -CO-CR^-, ou dans lesquels le squelette peptidi- 
que presente un ou plusieurs groupes intercales choisis 
partni les groupes -CR^- , -NR 1 - / -0-, R x , R 2 , R 3 et R 4 , 
identiques ou differents, representant H ou un groupe 
5 alkyle en C x -C e et R' representant un groupe alkyle en 
C 1 -C 6 , 

4. Composes selon la revendication 1 ou 2, 
comprenant une sequence choisie parmi : 

Ala - Leu 

Leu - Ser 

Ala - Leu -Ser 

Leu - Ser - Ala - Leu 

Leu - Ser - Ala - Leu - OCH 3 

Leu - Ser - Ala - Leu - NH 2 

Leu - Ser - Ala - Leu - Gly - Gly - Gly - Tyr 

ainsi que les composes correspondants dans lesquels la 
liaison peptidique est remplacee par une liaison rfesis- 
20 tante a la degradation enzymatique des proteases, ou dans 
lesquels le squelette peptidique comporte un ou plusieurs 
groupes intercales rendant la liaison peptidique r&sis- 
tante a la degradation enzymatique. 

5. Composes selon l'une des revendications 1 
25 a 4, caract&ris&s en ce qu f ils sont sous la forme L. 

6. Compose apte a remplir le role de ligand 
du r€cepteur sur lequel se fixe le peptide endog&ne de 
sequence Leu-Ser-Ala-Leu ( LS AL ) , caract6rise en ce qu'il 
comprend un groupement dont la structure spatiale est 

30 sensiblement identique a celle d'un peptide de sequence 

X - Leu - Y 

dans laquelle X et Y sont tels que d&finis a la revendi- 
35 cation 1, 



10 



15 
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X et Y ne representant pas simultanement H et OH, 
respect ivement . 

7. Compose selon la revendication 6, caracte- 
rise en ce qu'ils comprennent un groupement dont la 

5 structure spatiale est sensiblement identique aux 
peptides suivants : 
Ala-Leu, 
Leu-Ser, 
Ala-Leu-Ser, et 
1 0 Leu -Ser-Ala- Leu . 

8. Compose suivant la revendication 6 ou la 
revendication 7, caracterise en ce qu'ils comprennent un 
groupement dans lequel la position moyenne des atomes 
formant le groupement qui se lie au recepteur ne diffdre 

15 qu'au plus de 5 % de la position moyenne des atomes 
"formant le peptide corr espondant . 

9. Compost selon la revendication 6 ou la 
revendication 7, caracterise en ce qu'ils comprennent un 
groupement dans lequel la position moyenne des atomes 

20 formant le groupement qui se lie au recepteur ne diffdre 
qu'au plus de 2 % de la position moyenne des atomes 
formant le peptide correspondant • 

10. Precede de production d'un compost selon 
l'une des revendications 6 a 9, caracterise en ce qu'il 

25 s'agit d'une modelisation informatique a partir de(s) la 
(les) structure(s) spatiale(s) des peptides correspon- 
dants et synthase chimique classique k partir de la 
structure obtenue apres modelisation. 

11. Proc6d6 selon la revendication 10, 
30 caracterise en ce que la modelisation est r6alis6e d 

partir de la structure spatiale de molecules d'antid6- 
presseurs actives sur le site de fixation du peptide 
endogene . 

12. Composition th&rapeutique, caract6risee 
35 en ce qu'elle comprend au moins un compose selon l'une 
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quelconque des revendications 1 a 11. 

13. Composition therapeutique, caracterisee 
en ce qu'elle comprend une molecule prfecurseur suscepti- 
ble de liber er in vivo un compose selon l f une quelconque 

5 des revendications 1 a 11. 

14. Procede de diagnostic in vitro d'une 
affection liee au systeme serotoninergique chez un 
patient, caract6ris6 en ce que I 1 on effectue un dosage 
dans un fluide biologique du patient d'un peptide de 

10 sequence 

Leu - Ser - Ala - Leu 



15. Procede selon la revendication 14, 
caracteris6 en ce que le dosage est effectufe a l'aide 

15 d'un anticorps specif ique dudit peptide. 

16. Anticorps polyclonal ou monoclonal dirige 
sp6cifiquement contre un peptide tel que dfefini dans la 
revendication 14, ainsi que les fragments dudit anti- 
corps, notamment les fragments Fab, Fab 1 , F(ab') 2 ou Fc. 

20 17. Kit de diagnostic pour la mise en oeuvre 

du proc6d6 selon la revendication 14 ou la revendication 
15, caract6ris6 en ce qu'il comprend un anticorps ou un 
fragment d' anticorps tels que definis & la revendication 
16. 

25 18. Procede de criblage de substances antidfe- 

pressives occupant le meme site conformatiormel que le 
peptide Leu-Ser-Ala-Leu, caractferisfe en ce que l f on 
realise une discrimination par des essais d' inhibition 
entre d'une part leur liaison sur le site de recapture 

30 de la 5-HT et d* autre part entre leur liaison sur le site 
5-HT 1B/10 . 

19. Procfede selon la revendication 18, 
caracterisfe en ce que l'on compare la constante d' inhibi- 
tion Ki x des substances k tester par des essais d'inhibi- 
35 tion de liaison en prfesence d'un peptide selon la 
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revendication 1 ou la reverie* icat ion 2 a la constante 
d ' inhibition Ki 2 de ces memes substances, pour inhiber la 
recapture de la 5-HT ou deplacer un inhibiteur de 
recapture . 

5 20. Composition diagnostique comprenant un 

compose selon la revendication 1 ou la revendication 2, 
radiomarque . 

21. Procede de visualisation des sites 
peptidiques des r6cepteurs 5-HT lB/1D , caract6rise en ce que 

10 l'on utilise une composition selon la revendication 20 
et que l'on visualise les recepteurs 5-HT 1B/1D a I'aide 
d'un scanner de tomographie par emission de positions. 

22. Procede de mise en Evidence de ligands du 
site du rfecepteur 5-HT XB/1D pour le peptide LSAL, caracte- 

15 rise en ce que l'on effectue les 6tapes consistant a : 

- mettre en contact une molecule ou un 
melange contenant differentes molecules, eventuellement 
non identifi6es avec une cellule recombinee exprimant & 
sa surface le recepteur 5-HT 1B/1D en presence d'un compos6 

20 selon l'une quelconque des revendications 1 a 11 dans des 
conditions permettant 1 ' interaction entre le rfecepteur 
5-HT 1B/1D et ladite (lesdites) molecule(s), dans le cas ou 
celle-ci possederait une affinity pour le recepteur 5- 
ht 1b/1d ; 

25 - d6tecter la quantite dudit compos6 selon 

1' invention li6e au recepteur; 

- en deduire la fixation 6ventuelle de ladite 
(desdites) mol6cule(s) . 

23. Proc6d6 selon la revendication 22 pour la 
30 mise en evidence d'agonistes ou d'antagonistes du peptide 

endog&ne LSAL. 

24. Procfede de mise en evidence de modula- 
teurs du site du recepteur 5-HT 1B/1D pour le peptide LSAL 
caract6rise en ce que l'on effectue les etapes consistant 

35 a : 
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- mettre en contact une molecule ou un 
melange contenant differentes molecules, 6ventuellement 
non identifiees avec une cellule recombinee exprimant a 
sa surface le recepteur 5-HT lB/1D en prfesence d'un composfe 

5 selon I 1 une quelconque des revendications 1 a 11 dans des 
conditions permettant 1 1 interaction entre le recepteur 
5-HT 1B/1D et ledit compose selon l'une des revendications 
1 a 11; 

- dfetecter les molecules capables de moduler 
10 1' activity du compos6 selon l'une des revendications 1 

a 11 sur ledit recepteur. 

25. Ligand ou modulateur du site du recepteur 

5-HT 1B/1D pour le peptide LSAL, identifie selon le proc6d6 

de la revendication 22 ou 24. 
15 26. Composition thferapeutique comprenant 

comme principe actif un ligand ou modulateur selon la 

revendication 25. 

27. Utilisation d f un compose selon l'une des 

revendications 1 a 11 pour la preparation d'une composi- 
20 tion ayant une activity modulatrice de la liaison 

serotoninergique . 
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Relevant to claim Na 



ARCHIVES OF BIOCHEMISTRY AND BIOPHYSICS, 
vol.276, no. 2, 1 February 1990, SAN DIEGO, 
US 

pages 305 - 309 

G.D. JOHNSON AND L.B. HERSH 'Studies on 
the Subsite Specificity of the Rat Brain 
Puromyci n-Sen si ti ve Ami nopepti dase ' 
see tables 1,2 

DATABASE WPI 

Section Ch, Week 9210, 

Derwent Publications Ltd., London, 6B; 

Class B05, AN 92-076744 

& JP.A.4 021 635 (SUNT0RY LTD) 

see abstract 

DATABASE WPI 

Section Ch, Week 7534, 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class B04, AN 75-56264W 

& JP,A,50 013 373 (DAIG0 NUTRITIVE CHEM 

KK) 

see abstract 

EP.A.O 017 485 (DE F0RENEDE BRYGGERIER 

A/S) 15 October 1980 

see claims; tables II, IV, XIII 

EP.A.O 366 638 (KABIGENAB) 2 May 1990 

see claims; examples 



1.4-11, 

25,26 



1,4-9,12 



1,6 



1,4-9 
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12,25 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of Item 1 of first sheet) 



Tb is international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons: 



Claims Nos 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



See annexe 



2. | | Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. I I Claims Nos.: 

1 — 1 because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. PI As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2. FH Asallsearcbableclainiscouldbesearchedwitoou 

of any additional fee. 

3. PI As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 

- * covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. ["""I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
I—* restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

| [ No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Claims completely searched: 1-5, 14-24. 

Claims incompletely searched: 6-11, 25, 26 and 12, 13, 27 
in part. 

Remark: In view of the imprecise nature of the ligands 
claimed in claims 6-11, 25, 26 and 12, 13, 27 in part, 
the search on these ligands and use thereof has been 
limited to the examples given in the description. 
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A. CLASS EM ENT DE L'OBJET DE LA OEMANDE 

CIB 6 C07K5/062 C07K5/083 C07K5/103 C07K7/06 
A61K38/05 A61K38/06 A61K38/07 A61K38/08 

Selon la classification tntematinnalc da brevets (CIB) ou A la fcis scion la classification Rationale et la CIB 



C07K16/18 
G01N33/68 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mi nimble consultte (systcme de cUsaftcation tuivi 6tt symbda de dascmml) 

CIB 6 C07K A61K G01N 



Documentation consul tee autre que la documentation nnmmale dans la mesure ou ces documents rel event des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de doimees electronique consul tee au coon de la recherche Internationale (nom de ta base de donnees, ct si cela est realisable, termcs de recherche 
utilises) 



C DOCUMENTS CONSIDERED COM ME PERTINENTS 



Categoric * Identification des documents cites, avec, le cas echtant, rindication des passages pertinents 



no. des revendi catfom visees 



W0.A.91 11463 (INSTITUT PASTEUR) 8 Aout 
1991 

cittl dans la demande 

voir revendi cations; exemples 

PHARMACOLOGICAL REVIEWS, 
vol.44, no. 3, Septembre 1992 
pages 401 - 458 

E. ZIFA AND G. FILLION '5-Hydroxytryptamin 
Receptors' 

voir page 417 - page 424 

-/~ 



1-24,27 



1,2,12, 
16,25,26 



| X| Voir la suite du cadre C pour la fin de la hste des documents j Les documents de families de brevets sont inmques en 



" Categories special es de documents cites: 

'A* ctocurnent definis sant l'etat general de la technique, non 

considere c*mtntd pai Uci ill crement pertinent 
*E" document anterieur, mais puhlie A la date de depot international 

ou apres cette date 

*L* document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication cTune 
autre citation ou pour une raixon spcdale (telle qu'indiquee) 

*0* document t e rtferant A one divulgation orale, A un usage, A 
une exposition ou tons autrts moyens 

*P* document public avant la date de depot international, 
posterieurement A la date de pricjit* revendiquee 



T document ultcrieur public apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'aprjartenenant pas A l'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendrc le principe 
ou la tneorie constituant la base de I'invention 

*X* d o c ume nt paruculierement pertinent; rinvention revendi quee ne pcut 
etre conjeferee comme nouvelle ou commc irnpliquant une adivitc 
inventive par rapport au document considere isolcment 

*Y* document parti cub erement pertinent^ rinvention rev endi quee 
ne pcut etre considere e comme irnpliquant une activite inventive 
torique le document est associe A un ou pluseurs autres 
documents de mcmc nature, cette combinaison ctant cvidente 
pour une personne du metier 

'&* document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date A laqueDe la recherche Internationale a etc eflectivement achevee 

11 Janvier 1995 


Date d'expetntion du present rapport de recherche internationale 

2 5. 0195 


Nom ct adressc postale de r administration chargee de la recherche internationale 
Dice Europecn des Brevets, P.B. 581 8 Patenttaan 2 
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Dem Internationale No 

PCT/FR 94/01158 



C(iuite) DOCUMENTS CONSIDERS COMME PERTINENTS 


Cittgarie* 


Identification dcs documents cites, avec, le cas echeant, l'lndication des passages pertinents 


no, des revmrfrrtTrnrt visecs 



ARCHIVES OF BIOCHEMISTRY AND BIOPHYSICS, 
vol.276, no. 2, 1 Fevrier 1990, SAN DIEGO, 
US 

pages 305 - 309 

G.D. JOHNSON AND L.B. HERSH 'Studies on 
the Subslte Specificity of the Rat Brain 
Puroraycin-Sensitive Aminopeptidase 1 
voir tableaux 1,2 

DATABASE WPI 

Section Ch, Week 9210, 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class B05, AN 92-076744 

& JP,A,4 021 635 (SUNT0RY LTD) 

voir abrege 

DATABASE WPI 

Section Ch, Week 7534, 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class B04, AN 75-56264W 

& JP,A,50 013 373 (DAIG0 NUTRITIVE CHEM 

KK) 

voir abrege 

EP.A.O 017 485 (DE F0RENEDE BRYGGERIER 

A/S) 15 Octobre 1980 

voir revendi cations; tableaux II, IV, XI I I 

EP.A.O 366 638 (KABIGENAB) 2 Mai 1990 

voir revendications; exemples 
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25,26 
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1,4-6, 
12,25 
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.nande Internationale n* 

PCT/FR94/01158 



Cadre I Observations - lorsqu^l a etc esrime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche 
(suite du point I de la premiere feuille) 



Conformement a I'arUcte 17.2)a), certaines revendicaUons n'ont pas fail I'objet d'une recherche pour !es motifs suivants: 

1. | X | Les revendications n 01 

se rapportent a un objet a I'egard duquel 1'administration n'est pas tcnue de proceder a la recherche, a savoir: 

Voir annexe 



1 1 Les revendications n M 

se rapportent a des parties de ta demande internationale qui ne remplissent pas suflisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulien 



I | Les revendications n°* 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de fa 
troisieme phrases de la regie 6.4.a> 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de rinvention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche internationale a trouve plusteurs inventions dans la demande internationale, a savoir: 



Commc toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche, 

Comme toutes tes recherches portant sur les revendications qui s'y prdtaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justifiant une taxe additionnelle, l'administrauon n'a sollictte le paiement d'aucune taxe de ceue nature. 



3 - Q]| Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 
rapport de recherche internationale ne parte que sur les revendications pour tesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendications rF: 



4* Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
— de recherche internationale ne porte que rur rmvention mentionnee.en premier lieu dans les revendications; elte est 
couvertes par les revendications n": 



Remarque quant a la reserve | | Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposant. 

| | Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorti d'aucune reserve. 
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Demande Internationale No. PCT/FR94/ 01 158 



Revend1cat1ons ayant fait Tobjet de recherches completes • 1-5 14-24 
Revendl cations ayant fait Tobjet de recherches Incompletes • 6-11 25* 26 
et 12, 13, 27 partiellement. ' * ' 

Remarque: Vu le caractere 1ndef1n1 des llgands revendlques dand les 

revendl cations 6-11, 25, 26 et 12, 13, 27 partiellement, la recherche de ces 

llgands a1ns1 que leur utilisation a ete llmltee aux exemples figurant dans 
la description. 
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